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論文内容要旨
 丁細胞活性化抗原CD26は,分子量110kDの膜蛋白で,細胞外ドメインにdipeptidylpepti-
 daseIV酵素活性を有する。CD26は,“costimulatorymolecule"の1つであり,丁細胞活性化
 シグナルを伝達するが,細胞内部分はわずか6個のアミノ酸からなり,他のシグナル伝達分子と
 の会合が予想される。このシグナル伝達分子の候補の1つが,免疫沈降法でCD26と共沈される
 43kD蛋白であった。
 この43kD蛋白を同定するため,免疫アフィニティカラムを用いてCD26トランスフェクタン
 1・(Jurkat細胞)から43kD蛋白を精製した。精製した蛋白のアミノ酸配列を調べたところ,
 ヒトADAの第35～64および第172～206アミノ酸配列と完全に一致した。この結果を次の3っ
 のアプローチで確認した。
 第1に,43kDのバンドがADAであるかどうかを抗ADA抗体を用いて検討した。まず,
 CD26トランスフェクタントを抗CD26,抗CD29,抗CD45,抗MHCclass1抗体で免疫沈降
 後,抗ADA抗体で免疫プロッティングしたところ,抗CD26抗体で免疫沈降されたサンプルで
 のみADAが検出された。次に抗ADA抗体は1筍1でラベルされたCD26トランスフェクタントか
 ら43kDとさらにCD26と思われる110kDの2っのバンドを沈降させた。この110kDとCD26
 蛋白,および43kDとADA蛋白は,sequentialimmunodepletionとpeptidemappingの2種
 類の方法によりそれぞれ同一性が確認された。
 第2に,フローサイトメトリーを用いてCD26とADAの細胞表面発現の関係を調べたところ,
 各種CD26トランスフェクタントにおいてADAの発現量とCD26の発現量は極めて強い相関を
 示した。また,以前に丁細胞を抗CD26抗体で処理すると細胞表面のCD26分子がinLemaliza-
 tionを起こしdownmodulaむionされることが示されたが,今回の実験では細胞表面のADAも
 comodulationされた。
 第3に,これまでの間接的な証拠に加えてより直接的にCD26とADAの結合を証明するため
 に,膜通過部分の一部の欠損したCD26を作製し,それをチャイニーズハムスター卵巣細胞にト
 ランスフェクタントして,その上清から可溶型CD26を精製した。この可溶型CD26をアガロー
 スビーズに結合させ,1器1でラベルしたウシADAとの間で結合実験を行った。可溶型CD26ビー
 ズは'器1-ADAと解離定数65nMで特異的に結合し,抗ADA血清でこの結合は阻害された。可溶
 型CD26は細胞外ドメインしかもたないため,この結果はADAがCD26の細胞外ドメインと結
 合することを示している。
 ADAは分子量41kDのユビキタスに発現されている蛋白で,プリン代謝系に働いてアデノシ
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 ンおよびデオキシアデノシンをイノシンおよびデオキシイノシンにそれぞれ変換する酵素である。
 ADA欠損症は,第20染色体上のADA遺伝子の欠失あるいは変異によって引き起こされる常染
 色体劣性遺伝疾患であり,ヒト重症複合免疫不全症(SCID)の病因の約1/4を占める。ADA
 は,主に細胞質で働くと考えられていたが,一部の細胞ではADAbindingpro七ein(ADABP)
 と結合することによって細胞表面にも存在することが知られていた。今回の実験結果はADABP
 がCD26そのものであることを強く示すものである。ヒトADABPは,“complexingprotein"
 とも呼ばれ,①分子量108kD,②腎・肝など上皮細胞に分布,③ADAと細胞外で結合,④第2
 染色体に存在,など,これまで報告されている性格はすべてCD26と一致する。そこで,抗
 ADABP抗体を入手しCD26トランスフェクタントを用いて免疫沈降法を行なったところ,
 ADABPのバン!ドはCD26のバンドと全く同じ分子量を示した。さらに時を同じくして,
 ADABPの部分アミノ酸配列がCD26と一致するという報告がなされ,両者が同一であることが
 確認された。
 丁細胞表面のADAが丁細胞活性化に関与している場合,2つの可能性が考えられる。第1は,
 ADAがCD26のシグナル伝達に直接関与している可能性である。第2は,ADAが細胞外アデノ
 シンのシグナルを調節している可能性である。この場合はCD26はADA発現の調節役を担って
 いることになる。
 これまでADAの免疫系への関与は,デオキシATPによるDNA合成阻害を中心に,主に細
 胞内代謝の面から論じられてきた。今回の研究は,ADAがCD26と結合することによって丁細
 胞表面上でも機能している可能性を示唆しており,CD26の丁細胞活性化における新たな役割を
 提唱している。
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 審査結果の要旨
 一般に,丁細胞の活性化には,TCR(Tcellreceptor)/CD3複合体を介するシグナル(第1
 シグナル)の他に,CD2・CD4・CD8・CD28などのaccessory分子を介する第2のシグナルを
 必要とする。これらのaccessory分子は,invitroのシステムで,それぞれのモノクローナル抗
 体をTCRICD3抗体と組み合わせることによって強力な丁細胞増殖をひきおこすことが可能で,
 “costimulatorymolecule"とも呼ばれており,CD26もこのうちの1っである。CD26はさらに,
 dipeptidylpep七idaseIV(DPPIV)酵素活性を有するが,天然の基質は明らかでない。
 cDNAから予想されるヒトCD26分子の細胞内部分はわずか6個のアミノ酸からなり,上述の
 cos七imulatory効果を説明するためには,他のシグナル伝達分子との会合が予想される。筆者は
 本研究で,このシグナル伝達分子の候補の1つが,免疫沈降法でCD26と共沈される43kD蛋白
 であることに注目し,この43kD蛋白を同定するために,免疫アフィニティクロマトグラフィを
 用いて43kD蛋白を精製し,アミノ酸配列を調べ,ヒトアデノシンデアミナーゼ(ADA)の部
 分アミノ酸配列と全く一致することを明らかにした。このCD26とADAの結合という新しい事
 実は,種々の方法を用いて確認されている。当初,CD26のシグナル伝達分子としての機能が予
 想された43kD蛋白が,ADAと判明したことにより,新たな役割が推測される。即ち,(1)これ
 までCD26は,丁細胞活性化抗原,“costimulatorymolecule",DPPIV酵素活性など様々な役
 割が指摘されているが,丁細胞活性化におけるprimaryな機能は明らかでなかった。ADAとの
 結合事実は,CD26に特異的な機能を解明する手がかりとなり,CD26の機能を考える上で重要
 な知見である。(2)これまでADAの免疫系への関与は,主に細胞内代謝の面から論じられてきた。
 今回の研究は,ADAがCD26と結合することによって丁細胞表面上でも機能している可能性を
 示唆しており,ADAの丁細胞活性化における新たな役割を示唆しており,ADAの機能を考え
 る上で興味深い。(3)ADAはsignalsequenceを持たないため,通常のプロセスで細胞表面に発
 現あるいは分泌されるとは考えにくい。細胞内でCD26がトランスポーターとして働いている可
 能性もあるが,細胞外のADAをCD26がcaptureしている可能性も否定できず,CD26とADA
 の結合は生化学的,細胞生物学的に興味深い。
 以上,本研究は大変独創的で新知見に富み,十分学位に価すると考えられる。
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